Deregulated MTOR (mechanistic target of rapamycin kinase) is responsible for autophagy defects exacerbating kidney stone development(mTORの異常によるオートファジーの低下が腎結石形成を促進する)<内容の要旨及び審査結果の要旨> by 海野 怜
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Deregulated MTOR (mechanistic target of rapamycin kinase) is 
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In vitro: マウス腎尿細管細胞に対してシュウ酸カルシウム 1 水和物結晶 20μg/cm2を添加後、0, 
2, 4, 6, 8, 12, 18, 24 時間後に細胞を回収し、オートファジーの活性を関連蛋白（MAP1LC3B, 
SQSTM1/p62）の Western-blot で、オートファジーの進行を MAP1LC3B に RFP(Red)と
GFP(Green)を融合させた tandem fluorescent-tagged LC3 を細胞にトランスフェクションし、
Red/Green シ グ ナ ル の 比 で 検 討 し た 。 さ ら に オ ル ガ ネ ラ 傷 害 を 蛍 光 免 疫 染 色
（Mitotracker/TOMM20, LAMP1/Lysotracker, LGALS3/galectin-3）で検討し、細胞への結晶付
着量を偏光顕微鏡で観察した。次にオートファジーの上流因子である mTOR の活性を
p-p70S6K/p70S6k の Western blot で、TFEB 活性を核内タンパク抽出による Western-blot、
GFP-TFEB のトランスフェクションで検討した。さらに、それらの標的因子であり、オートファ
ジー活性に関与する ULK1 のリン酸化を調べた。また、オートファジー制御薬の効果の検討のた
め、抑制薬である 3-Methyladenine (3-MA); 5mM、促進薬である Torin1; 1μM を使用した。 
In vivo:オートファゴソームを可視化させた GFP-MAP1LC3B マウスに、シュウ酸前駆物質であ




Rapamycin; 1mg/kg を連日腹腔内投与し、結石予防効果を検討した。 
ヒト検体での検討 : 結石患者において、腎結石の原基と考えられる腎乳頭の石灰化である
Randall’s plaque を結石内視鏡治療の際に採取し、plaque 部と正常粘膜部でオートファジーの発
現を SQSTM1 の免疫染色と、透過型電子顕微鏡による細胞内の観察で検討した。 
 
【結果】： 
In vitro: 結晶添加 6 時間以降では、細胞内のオルガネラ傷害が顕著となり、ミトコンドリア由来
の活性酸素種や、リソソームの酸性化傷害と膜の傷害による LGALS3 の上昇を認めた。オートフ
ァジーも同様に、結晶添加 6 時間以降で活性が低下した。オートファジー活性の低下は、結晶に
よる mTOR 活性の上昇と TFEB の核内発現の低下により、ULK1 のリン酸化が阻害されたこと
が原因と考えられた。Torin1 の投与は、mTOR 活性阻害により細胞内傷害や結晶の細胞への付着
を有意に抑制した。 
In vivo: 腎結石は GOX 投与 2 日目以降で上昇した。結石形成前において、尿細管細胞内では
MAP1LC3B の発現上昇、オートファジーファゴソームが観察されたが、結石形成後では、
MAP1LC3B の発現低下と、SQSTM1 の発現上昇が認められ、細胞内もオートファジー低下によ



















0, 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24 時間後に細胞を回収し、オートファジーの活性を関連蛋白
（MAP1LC3B, SQSTM1/p62）の Western-blotで、オートファジーの進行をMAP1LC3Bに RFP(Red)
と GFP(Green)を融合させた tandem fluorescent-tagged LC3 を細胞にトランスフェクション
し、Red/Green シグナルの比で検討した。オルガネラ傷害を蛍光免疫染色で検討し、細胞への
結晶付着量を偏光顕微鏡で観察した。オートファジーの上流因子である mTOR の活性を p-
p70S6K/p70S6k の Western blot で、TFEB 活性を核内タンパク抽出による Western-blot、GFP-
TFEB のトランスフェクションで検討した。それらの標的因子であり、オートファジー活性に
関与する ULK1 のリン酸化を調べた。オートファジーの抑制薬である 3-Methyladenine、促進
薬である Torin1 を投与して検討した。In vivo:オートファゴソームを可視化させた GFP-
MAP1LC3B マウスに、シュウ酸前駆物質であるグリオキシル酸（GOX）を連日腹腔内投与し、6, 




いて、腎乳頭の石灰化である Randall’s plaque を内視鏡治療の際に採取し、plaque 部と正
常粘膜部でオートファジーを SQSTM1 の免疫染色と透過型電子顕微鏡による観察で検討した。 
【結果】In vitro: 結晶添加 6 時間以降では、細胞内のオルガネラ傷害が顕著となり、活性
酸素種や、リソソームの酸性化傷害と膜の傷害による LGALS3 の上昇を認めた。オートファジ
ーの活性は結晶添加 6時間以降で低下し、結晶による mTOR活性の上昇と TFEB の核内発現の低
下により、ULK1 のリン酸化が阻害されたことがその原因と考えられた。Torin1 の投与は、細













ム前駆物質以外の投与の影響、Autophagy と結石形成の関連性、生活習慣病との関連など 6 項
目、第一副査の高橋教授からは、GFP-LC3 トランスジェニックマウスで使用した C57BL/6J と
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